Alterazioni dell'emostasi in pazienti affetti da epatopatia cronica e cirrosi epatica: individuazione di nuovi indicatori prognostici by Lucchetta, Maria Cristina
                                                   
 
     
ALTERAZIONI DELL’EMOSTASI IN PAZIENTI AFFETTI DA EPATOPATIA 
CRONICA E CIRROSI EPATICA : INDIVIDUAZIONE DI NUOVI  INDICATORI  
PROGNOSTICI. 
         
 
 
                                             MARIA CRISTINA LUCCHETTA 
 
 
   DOTTORATO DI RICERCA IN EPATOLOGIA  SPERIMENTALE E CLINICA 
 
                                   DIPARTIMENTO DI ANATOMIA UMANA 
                         
                      UNIVERSITA’ DEGLI STUDI DI ROMA “LA SAPIENZA” 
 
                               COORDINATORE: PROF. EUGENIO GAUDIO 
                         TUTORE SCIENTIFICO: PROF. ANTONIO FRAIOLI 
 
 
                                                        DOCENTI ESAMINATORI: 
PROF. DOMENICO ALVARO, PROF. MARIA ADELAIDE CONTINENZA, PROF. 
GIUSEPPE RICCIARDI 








Scopo della ricerca è stato quello di individuare parametri emostatico-coagulativi con valore 
predittivo sull’evoluzione del processo cirrotico e sulla mortalità. A tal fine abbiamo 
indagato in quali termini valori di P selectina plasmatici (sP-sel) possano riflettere 
l'attivazione piastrinica in vivo in pazienti affetti da epatopatia cronica e cirrosi, 
biopticamente accertata ed HCV correlata. I risultati ottenuti ci permettono di avanzare 
l’ipotesi che la trombocitopenia associata ad epatopatia cronica HCV correlata potrebbe 
essere dovuta non soltanto ad un meccanismo di tipo autoimmunitario, ma anche ad una 
condizione di attivazione piastrinica in vivo causata direttamente dall’infezione virale. 
L’attivazione piastrinica in vivo che si verifica nei pazienti con epatite cronica C   sembra 
correlata con la gravità della malattia; tuttavia per nessuno dei parametri studiati è stato 










     Il fegato occupa un ruolo chiave nel funzionamento del sistema emostatico; infatti tutti i 
fattori del sistema coagulatorio e fibrinolitico sono prodotti dal fegato tranne il fattore di von 
Willebrand, che è prodotto dalle cellule endoteliali . Il fattore di von  Willebrand è la fonte 
più importante del fattore VIII, ma poiché la milza è un’altra fonte, i livelli di fattore VIII 
possono essere normali o persino aumentati nelle malattie epatiche, tranne che in presenza di 
CID. Le cellule epatiche sintetizzano anche proteine come l’antitrombina III  (AtIII), le 
proteine C e S, l’inibitore del fattore Xa, che hanno effetto inibente sui fattori della 
coagulazione attivati. Inoltre a livello epatico sono sintetizzati il plasminogeno, gli inibitori 
della plasmino e l’inibitore dell’attivatore tessutale del plasminogeno (PAI-1).Infine il 
sistema reticolo endoteliale epatico contribuisce in larga misura alla clearance dei fattori 
della coagulazione attivati . E’ intuibile quindi alla luce di questa caratteristica fisiologica, 
che quando si instaura un danno cronico epatocellulare il primo effetto sulla via coagulatoria 
sia una riduzione della sintesi dei fattori coagulatori che ne costituiscono la cascata. La stretta 
relazione tra riduzione di attività e danno epatocellulare è dimostrata da una serie di dati 
sperimentali acquisiti nell’uomo, che dimostrano, in maniera inequivocabile, che maggiore è 
il danno cellulare e più marcata sarà la riduzione della protidosintesi e quindi dell’attività dei 
fattori coagulatori circolanti. La disfunzione del sistema emostatico è una caratteristica 
importante del paziente con cirrosi epatica: la ridotta sintesi dei fattori della coagulazione è 







                                PRINCIPALI ALTERAZIONI PIASTRINICHE 

















a) da aumentato sequestro splenico  
b) da consumo 
 
a) da Fattori Estrinseci 
 elevato titolo FDP 
 pofibrinogenemia 
 elevato contenuto Apo E nelle LDL 
b) da Fattori Intrinseci 
 ridotto volume medio piastrinico 
 alterazioni dei fosfolipidi di membrana 
Diminuita sintesi dei 


















a) iperfibrinolisi primaria (da alterazione della bilancia                 
    fibrinolitica       
 
b) iperfibrinolisi secondaria (da attivazione  coagulatoria   
intra- e/o extra-vasale) 




La turba coagulatoria ha un peso prognostico nella storia naturale del paziente con cirrosi 
epatica. Infatti, essa si accompagna a due eventi fondamentali: l'exitus per scompenso epato-
funzionale e l'emorragia gastrointestinale. Numerosi studi, hanno individuato in alcuni tests 
coagulatori ed in alcuni fattori della coagulazione degli indici prognostici specifici per la 
sopravvivenza del paziente con cirrosi epatica. Studi prospettici hanno messo in evidenza che 
il fattore VII, fattore vitamina K dipendente a breve emivita (2 ore), rappresenta un 
importante fattore prognostico a breve termine per la insufficienza epatica acuta e cronica .  
Peraltro, l'associazione tra turba coagulatoria ed emorragia gastrointestinale, per quanto 
ovvia, è a tutt' oggi oggetto di studio. 
La storia naturale del paziente con cirrosi epatica trova nell'emorragia gastrointestinale uno 
degli eventi più drammatici che pregiudicano la spettanza di vita di questo tipo di paziente. I 
primi studi osservazionali (36) hanno dimostrato che nel paziente cirrotico quest'evento è 
osservabile in circa il 16% dei casi. Tuttavia, la frequenza di quest'associazione è molto 
variabile come si evince dal fatto che alcune casistiche riportano fino al 60% di 
sanguinamento . Questa grande variabilità è verosimilmente legata sia al tipo di casistica sia 
al differente grado di insufficienza epatica dei pazienti esaminati. Un secondo aspetto clinico 
che va tenuto in considerazione è che il sopraggiungere di un evento emorragico è a sua volta 
un fattore di rischio di una imminente recidiva.  
In uno studio di Lebrec , che aveva seguito per un anno pazienti cirrotici con varici esofagee, 
diagnosticate radiologicamente, si osservò una recidiva nel 28% dei casi, di cui il 70% era 
dovuta a rottura di varici ed il 29% a gastrite erosiva. Una simile incidenza di recidiva era 
stata già osservata da Graham  che, durante un follow-up di sei settimane, aveva osservato il 
32% di recidive. La precocità delle recidive è stata in seguito confermata da altri Autori e, in 
particolare, da uno studio prospettico italiano (61) .  
L'emorragia digestiva dell'epatopaziente è prevalentemente dovuta a rottura delle varici 
presenti a livello del terzo inferiore dell'esofago. Nelle varie casistiche si ha una frequenza 
presenti a livello del terzo inferiore dell'esofago.  Nelle varie casistiche si ha una frequenza di 
rottura compresa tra il 44% ed il 93% . 
Altre cause frequenti di sanguinamento sono la gastrite erosiva e la gastrite congestizia . Uno 
studio eseguito da un gruppo di ricercatori italiani riporta che una severa gastropatia 
congestizia può associarsi al sanguinamento in circa il 45% dei casi .  
L'importanza dell'evento emorragico nella storia naturale della cirrosi epatica è sottolineata 
dalla frequente associazione tra emorragia gastrointestinale e morte. Le prime osservazioni 
cliniche, che risalgono già ai primi del 1900, riportano una fortissima associazione tra questi 
due eventi: il 33% delle morti  dell' epatopaziente, nello studio di Preble, erano dovute ad 
emorragia. Dallo studio di Ratnoff  in poi, tutte le casistiche concordano nel ritenere 
l'emorragia gastrointestinale un evento premonitore di una morte imminente. La riduzione 
dell'attesa di vita del paziente cirrotico in presenza di un evento emorragico è ben 
rappresentata dallo studio di Saunders  in cui è messo in evidenza che i pazienti con 
encefalopatia o con emorragia hanno una drammatica riduzione della sopravvivenza rispetto 
ai pazienti ben compensati. Il rischio di morte dopo un episodio d'emorragia è del 50% nei 
sei mesi seguenti il sanguinamento  e dopo tre anni dal sanguinamento solo il 30% dei 
pazienti è ancora vivo  . 
Queste osservazioni mettono in risalto che prevenire un evento emorragico nel paziente 
cirrotico rappresenta una importante prospettiva clinica. E' quindi evidente come, la 
conoscenza dei fattori di rischio e degli eventi fisiopatologici che portano all'emorragia, 
assumono un ruolo chiave nella storia naturale del paziente cirrotico. Come in precedenza 
riportato l'episodio emorragico è nella maggior parte dei casi dovuto alla rottura delle varici 
esofagee, che, pertanto, sono considerate un importante fattore predisponente  specialmente 
se di stadio avanzato. Altro fattore di rischio è lo stato ipertensivo portale; alla sua riduzione 
è infatti addebitata la proprietà dei beta-bloccanti nel ridurre il rischio di recidive dopo un 
primo episodio emorragico. 
Il rischio emorragico è inoltre maggiore nei pazienti con più grave danno epatocellulare. 
Infatti, pazienti con danno severo (classe C della classificazione di Child-Pugh) hanno una 
frequenza di emorragia superiore a quella osservabile in pazienti con funzionalità epatica più 
conservata (classe A e B). 
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Classe A       5-6 punti 
Classe B      7-9 punti     
Classe C      10-15 punti 
 
La causa dell'aumento del rischio di sanguinamento in pazienti con grave danno epatico non 
è ancora ben chiara. E' verosimile che in tale categoria siano raggruppati pazienti con 
maggiore grado d'ipertensione portale e più grandi varici, ma va tenuto in considerazione 
che, proprio in questo stadio di danno epatocellulare, il grado di compromissione funzionale 
è particolarmente grave, condizionando il manifestarsi di complesse turbe coagulatorie come 
la trombocitopenia e la trombocitopatia e la sindrome iperfibrinolitica. Le turbe coagulatorie 
più caratteristicamente associate all'evento emorragico del paziente cirrotico sono 
principalmente: la sindrome iperfibrinolitica, la trombocitopatia e la trombocitopenia. 
 
Sindrome iperfibrinolitica  
La turba coagulatoria nel paziente cirrotico, conseguente alla riduzione di attività sia dei 
fattori della coagulazione sia degli inibitori, diventa più complessa man mano che lo 
scompenso epatofunzionale si fa più grave. Infatti, nel paziente grave si viene 
frequentemente a configurare un quadro  d'iperfibrinolisi che, come è noto, tende a 
peggiorare ulteriormente il quadro coagulatorio attraverso il consumo di alcuni fattori . Per la 
frequente associazione tra grave scompenso epatico ed iperfibrinolisi alcuni studi hanno 
Classe B paziente con una cirrosi in evoluzione (candidato ideale al 
trapianto di fegato)  
Classe C 
 
paziente scompensato non responsivo alle comuni terapie. 
valutato se fosse osservabile un'associazione tra tale anomalia coagulatoria ed evento 
emorragico. Fin dal 1964 sono stati riportate osservazioni cliniche e studi su pazienti 
ospedalizzati che mettevano in evidenza una possibile relazione tra cirrosi epatica, grave 
danno epatico, accelerata fibrinolisi e emorragie gastrointestinali. Tutti gli Autori concordano 
che i pazienti che mostravano una maggiore tendenza ad avere complicanze emorragiche 
avevano segni sistemici di iperfibrinolisi .  
Uno studio di Autori italiani del 1992, con un follow-up medio di tre anni, condotto in 
pazienti cirrotici scompensati, ha messo in evidenza come i pazienti con iperfibrinolisi 
presentano un rischio relativo di fare emorragie otto volte superiore di quello presente nei 
pazienti senza segni sistemici di iperfibrinolisi e che elevati livelli dei frammenti di 
degradazione del fibrinogeno (FDP> 10 μg/ml) sono all'analisi multivariata il fattore dotato 
di migliore predittività nei confronti dell'evento emorragico  . 
 
Trombocitopatia e Trombocitopenia 
Studi osservazionali hanno messo in evidenza nel paziente cirrotico una turba funzionale 
piastrinica che è maggiormente evidente nel paziente con grado severo d'insufficienza 
epatocellulare. Nei pazienti in classe C di Child sono, infatti, presenti una più bassa conta 
piastrinica e un più lungo tempo d'emorragia . Poiché le anomalie della funzione piastrinica 
sono più frequenti quanto l'insufficienza epatica è più grave, è verosimile che più di un 
meccanismo possa essere responsabile dette anomalie dell'attivazione piastrinica. Uno studio 
retrospettivo a tre anni condotto da Autori italiani (29 ) riporta una stretta associazione tra 
pregressa emorragia gastrointestinale, allungamento del tempo di emorragia (> 10 minuti) e 
bassa conta piastrinica  ( <100.000/ μl) senza comunque attribuirgli un ruolo casuale. Tali 
dati indicano che una turba funzionale piastrinica è maggiormente presente in pazienti con 
storia clinica d'emorragia e farebbero presupporre che la trombocitopenia e/o la 
trombocitopatia possano giocare un ruolo durante la fase acuta dell'evento emorragico. 
Tuttavia, a tutt'oggi non sono disponibili studi prospettici sulla relazione tra emorragia 
gastrointestinale e disfunzione piastrinica. Diverse ipotesi sono state fatte per spiegare il 
meccanismo che porta all'anomalia funzionale dette piastrine nei pazienti con epatopatia 
cronica, tuttavia né la natura del meccanismo né il suo significato clinico è stato pienamente 
compreso. In letteratura, ad esempio, non vi è accordo sul meccanismo che porta 
all'aggregazione piastrinica in vivo nei pazienti affetti da epatopatia cronica  Laffi e coll., 
infatti, hanno suggerito che il difetto dell'aggregazione piastrinica nei cirrotici è dovuto ad 
un'alterazione della via dei messaggeri transmembrana e che l'incremento dell'escrezione 
urinaria del Trombossano A2 (TXA2 ) può essere correlata con una aumentata distruzione 
piastrinica a livello splenico. 
AI contrario, Davi et al. hanno riscontrato una significativa correlazione tra l'escrezione 
urinaria di 2,3 dinor- TXB2 e il frammento protrombinico 1+2 (F 1+2) suggerendo che 
l'attivazione della cascata coagulatoria possa in parte spiegare l'attivazione piastrinica nei 
pazienti cirrotici. Recentemente, la P-selectina solubile (sP-Selettina)  è stata proposta come 
un marker di attivazione piastrinica in vivo; tuttavia non esistono in letteratura dati 
disponibili riguardo il comportamento di questa molecola nell'epatopatia cronica, sebbene 
siano sempre più numerosi gli studi sulle molecole di adesione e sul loro ruolo 
fisiopatologico. 
Le molecole di adesione appartengono ad una grande superfamiglia di proteine di membrana 
suddivisa in quattro sottoclassi sulla base delle somiglianze strutturali: le integrine,  le 
immunoglobuline, le selettine e i carboidrati. In assenza di stimoli l'endotelio esprime solo 
alcune molecole di adesione (ICAM 1 e 2) che assicurano il "tono adesivo" alla base del 
reclutamento iniziale durante l'infiammazione. In seguito al contatto con stimoli diversi 
vengono espresse nuove molecole adesive; alcune di queste sono neo-sintetizzate: compaiono 
solo dopo diverse ore e  persistono per periodi relativamente lunghi (24-48 ore); altre 
molecole sono immagazzinate in granuli citoplasmatici e sono trasportate sulla superficie 
cellulare dopo pochi minuti dalla  stimolazione. Fino ad ora l'unica molecola ad espressione 
rapida sicuramente identificata è la P-selettina, mentre le molecole ad induzione lenta sono: 
selettina E, ICAM-1, VCAM-1. 
 ICAM-1 e VCAM-1 sono due proteine con una struttura omologa tra loro e appartengono 
alla famiglia delle immunoglobuline. Sono espresse solo a bassa concentrazione sulle cellule 
endoteliali a riposo, ma la loro attivazione aumenta di diverse volte dopo attivazione 
dell'endotelio con stimoli infiammatori come IL-1 e TNF. Sono entrambe riconosciute dai 
monociti e dai linfociti, mentre i polimorfonucleati legano solo ICAM-1. I recettori di queste 
due molecole sono due proteine che appartengono alla famiglia delle integrine: LFA-1 o 
CD11a/CD18 è il recettore per ICAM-1,   α4β1  VLA-4 è il recettore per VCAM-1. 
L'endotelio esprime in condizioni di riposo anche ICAM-2 una molecola omologa ad ICAM-
1. L'espressione di questa molecola  non è aumentata da stimoli infiammatori ed il suo contro 
recettore è lo stesso di ICAM-1. Infine bisogna considerare un altro fosfolipide sintetizzato 
dalle cellule endoteliali: il PAF. Questa molecola non è espressa in condizioni basali, ma 
soltanto dopo stimoli infiammatori. Il PAF può promuovere l'adesione dei polimorfonucleati. 
Strutturalmente P-selettina ed E-selettina appartengono alla stessa famiglia. L' E-selettina è 
espressa solo dalle cellule endoteliali ed è integrale di membrana. Non è espressa in 
condizioni normali ma solo dopo attivazione dell'endotelio con stimoli infiammatori come 
interleuchina 1 (IL-1) e TNF. E' riconosciuta essenzialmente dai polimorfonucleati, monociti, 
linfociti T di memoria, ai quali si lega tramite un carboidrato sialilato noto come base di 
Lewis a. La selettina E si ritrova in vivo nelle venule post-capillari essenzialmente in 
condizioni infiammatorie ma anche nelle venule dei linfonodi in diverse condizioni 
patologiche come le linfoadenite reattive e i linfomi. 
 





La P-selectina (Cd62P) è una glicoproteina di membrana di 140 kDa  e appartiene alla super 
famiglia delle molecole di adesione, in particolare alla famiglia delle selectine analogamente 
alla E-selectina e alla L-selectina. Queste molecole presentano un dominio omologo alle 
lectine di tipo C (calcio-dipendenti) di fondamentale importanza per la propria attività 
adesiva ma una differente distribuzione tessutale. La P-selectina è una proteina ricca in 
cistina, contenente numerosi complessi N-legati a catene di oligosaccaridi. La sua porzione 
extracellulare presenta a livello della regione amminoterminale un dominio, costituito da 120 
amminoacidi,  di tipo C lectina, seguito da un dominio di tipo Epidermal Growth factor 
(EGF),  9 domini costituiti da circa 60 amminoacidi  simil complemento-regolatori. In 
aggiunta alla porzione    extracellulare,  la  P-selectina presenta un dominio trans-membrana 
e una corta coda intracitoplasmatica. 
                                           
           Fig.2 :  Struttura P-selectina  Da: http://www.bdbiosciences.com 
 
La P-selectina è  stata così denominata perché contenuta nei granuli α delle piastrine che 
contengono  anche la   β-tromboglobulina  e   il   fattore piastrinico 4. Inoltre la P-selectina è un 
componente di membrana dei corpi di Weibel- Palade, organuli  a forma di sigaro, presenti nelle 
Figura 1. Struttura delle selectine 
Da: http://www.bdbiosciences.com 
 
cellule endoteliali che contengono oltre alla P-selectina, il fattore di von  Willebrand e altri 
modulatori vascolari; questi  giocano un ruolo sia nell’emostasi che nella flogosi .  
 
  
Fig 3:   Corpi di Weibel Palade 
Da : Michaux G. et al. Analysis of storage and regulated secretion of three human variants of von 







Fig 4 : Modulatori vascolari contenuti nei corpi di WP.  Da: Lowenstein CJ,  
Fig. 4: Modulatori vascolari contenuti nei corpi di WP Da: Morrell CN, 
Yamakuchi M. Regulation of Weibel-Palade body exocytosis. Trends 





Fig 5: Inibitori e attivatori delle cellule endoteliali che contengono e rilasciano  i corpi di 
WP. Da: Lowenstein CJ, Morrell CN, Yamakuchi M. Regulation of Weibel-Palade body 
exocytosis. Trends Cardiovasc Med. 15: 302-308, 2005. 
 
Le cellule endoteliali attivate secernono i corpi di Weibel –Palade in risposta al danno 
vascolare rilasciando il fattore di von Willebrand che attiva il “rolling” delle piastrine e 
l’esternalizzazione della P-selectina sulla membrana citoplasmatica che a sua volta attiva il 
traffico dei leucociti. Questo processo è molto rapido: raggiunge il picco di espressione in 
10-15 minuti ed è reversibile in circa un'ora. Le piastrine sembrano essere i maggiori 
produttori di P-selettina in circolo negli individui sani. La  p-selectina agisce legandosi ad un  
recettore specifico  PSGL-1  che possiede determinanti antigenici  sialilati  denominati base 
di Lewis x. La PSGL-1 è espressa da tutti i leucociti: neutrofili, NK, monociti, T-linfociti ed 
è coinvolta nell’interazione tra leucociti ed endotelio, tra piastrine e neutrofili, e tra piastrine 
ed endotelio. La PSGL-1 è una proteina di 240  kDa  che presenta, nella porzione NH2 
terminale,  O-glicani e tre residui di tirosina funzionalmente importanti per il legame con la 
P-selectina . 
 
Fig.  4 : Struttura del ligando della P-selectina,  PSGL-1.  
Da: Andrew D. Blann*et Al. The adhesion molecule P-selectin and cardiovascular disease. 
European Hert Journal  2003; 2166-2179 
 
Perché la PSGL-1 si possa legare alla P-selectina  sono necessarie infatti delle specifiche 
modificazioni: gli O-glicani devono essere α (1,3) fucosilati e α (2,3) sialilati, e i tre residui 
di tirosina che si trovano in prossimità degli  O-glicani devono andare incontro a solfatazione 
.   
Il legame P-selectina- PSGL-1 comporta a livello delle cellule che esprimono tale ligando, la 
fosforilazione  della tirosina di molte proteine citoplasmatiche che a sua volta comporta 
l’attivazione del  recettore MAC-1  (CD 11b/CD 18) che media una più forte adesione dei 
leucociti . 
La P-selectina infatti  è espressa dalle cellule endoteliali e dalle piastrine  ed è una molecola 
d'adesione che ha due principali ruoli fisiologici: nell' infiammazione, P-selectina viene 
ridistribuita sulla superficie delle cellule endoteliali attivate ove media il “rolling” dei 
leucociti; nel processo trombotico, la  P-selectina espressa nelle piastrine attivate presenti nel 




Fig 6: Localizzazione P-selectina    Da: http://www.bdbiosciences.com 
 
Alternativamente la P-selettina può essere prodotta, mediante una variazione nella fase dello 
"splicing" dell' RNA o per azione di un enzima proteolitico, come molecola solubile (sP-
selectina) e ritrovarsi in circolo, dove in condizioni normali presenta una concentrazione 
plasmatica media di circa 120 ng/ml.  
  
Elevati livelli di P-selettina sono stati osservati in varie condizioni patologiche come nell' 
angina instabile, nell'infarto del miocardio, nelle patologie vascolari, nella porpora 
trombotica trombocitipenica e nel seno coronarico dopo spasmo vasale. Diversi studi hanno 
indicato che  sP-selettina constituisce un attivattore endogeno del processo coagulatorio 
mediante la generazione di microparticele (MPs) circolanti nel plasma. Livelli bassi di 
microparticele derivanti da piastrine, leucociti, e cellule endoteliali sono stati trovati nel 
plasma di individui sani, e un numero elevato di microparticele circolanti nel sangue dei 
pazienti con sindromi coronariche acute e meningite. Le microparticele sono fonte di 
attivazione pro-coagulante mediante  l’ espressione di attività protrombinica nelle loro 
 
 
Il clivaggio della P-selettina con cui si genera sP-selectina avviene 
a livello del secondo dominio C (complemento regolatore).Hartwell 
et al, 1998 
 
 
Fig. 7 : Piano di clivaggio della P-selectina   
Da: http://www.bdbiosciences.com  modificata 
 
membrane. Secondo, le microparticele derivanti dai monociti attivano le cellule endoteliali in 
vitro, con epressione di TF . Broijersen  e i suoi collaboratori nel 1998 hanno dimostrato che 
la lipemia alimentare può modificare  l'espressione della P-selettina sulla membrana 
piastrinica. 
Hanno, infatti studiato sedici soggetti sani valutando l'espressione della P-selettina dopo un 
pasto ricco di grassi: hanno osservato che questo parametro si modificava aumentando del  
40% a 3 ore e del 51% a 6 ore dal pasto. Anche le LDL ossidate possono modificare 
l'espressione di P-selettina nelle piastrine e nelle cellule endoteliali .In uno studio effettuato 
in vitro su cellule endoteliali aortiche umane si è dimostrato un aumento di 2-3 volte della 
produzione di P-selettina in queste cellule in seguito a trattamento con LDL . 
Non si osservava, però, un analogo aumento della espressione superficiale di questa 
molecola, evento che, invece si verificava rapidamente  (dopo circa 15 minuti) dopo 










Il fegato sintetizza la maggior parte dei fattori del sistema coagulatorio e fibrinolitico, fatta 
eccezione per il fattore von Willebrand. Per quanto riguarda il sistema fibrinolitico, il fegato 
sintetizza il plasminogeno, gli inibitori della plasmina  e l’inibitore dell’attivatore tessutale 
del plasminogeno (PAI-1). Infine, il sistema reticolo–endoteliale epatico contribuisce, in 
larga misura, alla clearance dei fattori della coagulazione attivati e degli attivatori del 
plasminogeno. Ciò sottolinea l’importanza della relazione funzionale tra fegato e 
coagulazione, e chiarisce perché molti pazienti con cirrosi epatica presentano importanti 
turbe coagulatorie dovute alla ridotta sintesi proteica epatocellulare dei fattori della 
coagulazione. Accanto al deficit coagulatorio dovuto ad una ridotta protidosintesi epatica, 
possono essere riscontrate altre anomalie coagulatorie quali  i disordini funzionali delle 
piastrine e l’iperfibrinolisi che possono contribuire a peggiorare la storia clinica del paziente 
cirrotico. L’ identificazione del paziente cirrotico con breve aspettativa di vita rappresenta un 
importante traguardo clinico e socioeconomico. La possibilità di sviluppare  nuovi metodi di 
valutazione del grado di insufficienza epatica rappresenta a tutt’oggi uno dei principali 
obiettivi della ricerca clinica nel paziente cirrotico. Negli ultimi anni, è stato messo in 
evidenza il ruolo predittivo sulla mortalità del paziente cirrotico dei livelli plasmatici del 
Fattore VII uno dei fattori della coagulazione sintetizzato dalla cellula epatica che ha una 
breve emivita (circa due ore) ed è quindi molto sensibile al grado di insufficienza epatica. 
Ulteriori studi hanno evidenziato come  altri parametri  emostatico-coagulatori  ( P-selettina, 
fattore di von Willebrand, D-Dimero, ecc.) siano correlati allo stadio di insufficienza epatica 
sebbene ancora non siano stati validati come parametri di tipo prognostico. Alla luce delle 
osservazioni clinico-fisiopatologiche è possibile ipotizzare un ruolo chiave prognostico di 
alcuni dei parametri emostatico-coagulatori sia sull’evento emorragia/trombosi che 
sull’identificazione precoce del paziente cirrotico candidato al trapianto.  
Pertanto lo scopo della ricerca è stato quello di identificare parametri emostatico-coagulativi 
con  valore predittivo sull’evoluzione del processo cirrotico e sulla mortalità. A tal fine 
abbiamo indagato  in quali termini valori di P selectina plasmatici (sP-sel) possano riflettere 
l'attivazione piastrinica in vivo di pazienti affetti da epatopatia cronica e cirrosi , 
biopticamente accertata ed HCV correlata. Inoltre, alla luce delle alterazioni a carico del 
pattem lipidico nei pazienti con epatopatie croniche è stata condotta una analisi di 
correlazione tra livelli plasmatici di P selectina, profilo lipidico, carica virale ed altri indici di 
danno epatico. 
 PAZIENTI E METODI 
 
Popolazione in studio 
 
In questa parte dello studio sono stati studiati 61 pazienti affetti da epatopatia cronica HCV 
correlata ( 39 con epatite cronica   e 22 con cirrosi in fase pre-ascitica).Il gruppo di controllo 
è stato un campione di 25 volontari sani omogenei per sesso e per età ai pazienti in studio. 
Tutti soggetti avevano dato il consenso informato per l’inclusione allo studio che era stato 
approvato da Comitato Etico Istituzionale. I riscontri bioptici sono stati valutati considerando 
l’interessamento necrotico della membrana limitante, l’infiammazione portale e globulare e 
la fibrosi in accordo con il punteggio di Scheuer ( classe 1:  n=29; classe 2:= 16; classe 3: 
n=11; classe 4: n=5. ) 
 
Nessun soggetto del gruppo di controllo aveva una storia d’etilismo o d’abuso di droghe. 
Sono stati esclusi dallo studio tutti i pazienti che erano stati sottoposti in precedenza a 
trattamento con Interferon-α, i soggetti HbsAg positivi, i portatori di epatocarcinoma o altre 
neoplasie non correlate, epatopatie colestatiche, vasculopatie cardio-cerebrali e periferiche, 
epatite acuta o altre infezioni. 
Nessun paziente aveva assunto terapia steroidea, antinfiammatori o antiaggreganti piastrinici 
nelle due settimane precedenti lo studio. 
 
Dopo un digiuno di 12 ore e dopo un breve riposo di 20 minuti, i pazienti sono stati 
sottoposti a prelievo ematico utilizzato per i test di laboratorio. Questi test comprendevano un 
esame emocromocitometrico completo, biochimica sierica e coagulazione 
  L’HCV-RNA sierico è stato valutato mediante DNA-PCR usando i primer derivati dalla 
regione 5 UTR. In tutti i pazienti è stata dosata l’α-fetoproteina sierica, e tutti sono stati 
sottoposti ad ecografia epatica e/o tomografia computerizzata. 
Le immunoglobule G piastrino-associate sono state determinate con analisi fluocitometrica. I 
valori di colesterolo totale (TC), HDL-colesterolo (HDL-C) sono stati misurati per mezzo di 
un analizzatore automatico (CX5 Beckman, USA). 
Le LDL-C sono state calcolate con la formula di Friedwald [colesterolo totale-HDL-C-
(trigliceridi/5)]. 
 Il fibrinogeno plasmatico è stato determinato con il metodo Clauss (Determinazione 
Quantitativa del Fibrinogeno, Strumentazioni Laboratoristiche Spa Milano, Italia); l’attività 
protrombinica (PA) determinata con RecombiPlas Tin (Strumentazioni Laboratoristiche Spa, 
valori di rif. 70-120%). 
L’attività plasmatica del Fattore VIIc è stata determinata usando reagenti e plasma fattore 
VII-privo (Strumentazioni Laboratoristiche Spa). I risultati sono stati espressi in percentuale 
di quelli standard del plasma. Il coagulometro KoaguLab 32-S è stato usato per la 
determinazione del fibrinogeno, attività protrombinica e Fattore VIIc. 
Le analisi di laboratorio includevano anche un esame emocromocitometrico completo 
(contacellule Hemalaser II SEBIA) e la biochimica sierica (misurata tramite un analizzatore 
automatico di laboratorio). 
La sP-selectina (marker di attivazione piastrinica in vivo) è stata misurata utilizzando un 
determinante immuno-enzimatico su campioni di plasma citrato (R&D System, Minneapolis 
USA), seguendo le indicazioni di utilizzo. Tranne che diversamente specificato, i valori sono 
stati espressi come femtogrammi di P-selectina per piastrina in modo tale da superare 
l’inconveniente della trombocitopenia, spesso riscontrabile nei pazienti con epatopatia 
cronica. 
 Il Fattore von Willebrand (vWF, marker di attivazione delle cellule endoteliali) è stato 
misurato su plasma citrato per mezzo di un determinante immuno-enzimatico (Imubind vWF 
ELISA, American Diagnostica Inc., Greenwich, CT, USA). 
La misurazione della sP-selectina e dell’antigene vWF  è stata effettuata in cieco. Tutti i 
campioni sono stati testati due volte, e quelli oltre la curva standard sono stati ritestati con 
appropriate diluizioni. 




 I dati sono elaborati medianti analisi statistiche parametriche appropriate. Il  test di Student e 
di Pearson sono stati utilizzati per le variabili che presentavano una normale distribuzione. 
Test non parametrici (Mann Whtney U test e Speaman Rank correlation test) sono stati 
utilizzati per tutte le altre variabili. I dati sono stati presentati come media ± DS, o mediana e 
range. Solo valori di p inferiori a 0.05 sono stati considerati statisticamente significativi. Tutti 





La tabella 1 riassume le principali differenze osservate tra il gruppo di pazienti  (epatite 
cronica HCV correlata e cirrosi in fase pre-ascitica)  ed i soggetti di controllo. 
Come è osservabile, i valori di colesterolo totale, delle HDL e delle LDL sono risultati più 
bassi nei pazienti rispetto ai controlli, mentre i valori dei trigliceridi sono simili in entrambi i 


























 Tab 1. 
 
 
TCh: Colesterolo totale 
LDL-Ch : LDL colesterolo 
HDL-Ch : HDL colesterolo 
vWF: Fattore di von Willebrand 
PA: attività protrombinica 
 
I livelli sierici di vWF erano significativamente aumentati nei pazienti rispetto al gruppo di 
controllo (p<0.001). Peraltro, i parametri della protidosintesi, albumina e Fattore VII, sono 
risultati ridotti nei pazienti  rispetto ai controlli .   
L’attività protrombinica ed il fibrinogeno plasmatici non mostravano significative differenze 
tra i due gruppi di soggetti (tab 1). 
 
Parametri di laboratorio in pazienti con epatopatia cronica HCV-correlata.  Analisi comparativa con
un gruppo di controlli appaiati per sesso ed età.
Controlli (n=25) Pazienti (n=61) P value
Piastrine (x 10
3
/ml) Mean ± SD 250.6 ± 70.1 177.4 ± 77.8 < 0.0001
TCh (mg/dl) Mean ± SD 197.4 ± 24.7 173.9 ± 36.6 < 0.005
LDL-Ch (mg/dl) Mean ± SD 127.0 ± 23.3 114.2 ± 31.1 < 0.05
Trigliceridi (mg/dl) Mean ± SD 96.3 ± 36.8 93.9 ± 40.4 NS
HDL-Ch (mg/dl) Mean ± SD 50.1 ± 10.1 42.3 ± 9.5 < 0.001
Albumina (g/L) Mean ± SD 4.2 ± 0.5 4.0 ± 0.4 < 0.05
PA (%) Mean ± SD 89.8 ± 7.3 87.4 ± 10.1 NS
Fattore VIIc (%) Mean ± SD 100.8 ± 8.4 91.5 ± 14.3 < 0.01
Fibrinogeno (mg/dl) Mean ± SD 271.1 ± 89.3 306.6 ± 85.7 NS
sP-selettina (fg/platelet) Median (range) 0.17 (0.09 - 0.56) 0.39 (0.11 - 1.13) < 0.0001
vWF (U/dl) Median (range) 122.0 (74.0 - 1029.8) 1006.2 (548 - 1112.5) < 0.0001
Valori d  laboratorio nei pazienti e n i s ggetti di controllo 
   
Fig 8. Livelli di fattore VII nei pz e nei controlli 
 
Bassi livelli di conta piastrinica caratterizzavano i pazienti rispetto ai controlli (tab 1) . In 
particolare, otto dei 61 pazienti (20.5%) avevano una conta piastrinica inferiore a 110 x 
103/µl (valore medio dei controlli – 2 deviazioni standard). 
 I valori di P-selectina plasmatici sono risultati più alti nei pazienti rispetto ai controlli 
[mediana (range): 69.4 ng/ml (32.9-219.8), vs 44.8 ng/ml (14.3-121.1); Mann Whitney U 
test: p<0.001] .  
Inoltre nessuna correlazione è stata riscontrata tra i valori di P-selectina (marker di 
attivazione piastrinica in vivo) e quelli di vWF (marker di attivazione delle cellule 








Per evitare lo scarto dovuto alla trombocitopenia nel gruppo dei pazienti, per una corretta 
valutazione dei livelli di sP-sel tutte le analisi sono state eseguite dopo correzione dei livelli 
plasmatici di questa molecola per il numero assoluto di piastrine e i valori riportati sono 
espressi in fentogrammi di sP-sel/piastrina. 
Dopo tale correzione, i valori di P-selectina sono ancora risultati più alti nei pazienti rispetto 
ai controlli  e differenze significative sono state riscontrate in relazione al grado 




 Fig 10. Livelli di P-selettina solubile nei pz e nei controlli 
 
Infatti,  i valori di P-selectina riscontrati nei pazienti appartenenti al gruppo 1 o 2 della 
classificazione di Scheuer si dimostrano più alti rispetto a quelli dei controlli [0.41 
fg/piastrina (0.11 – 1.13) vs 0.17 fg/piastrina (0.09 – 0.56); Mann Whitney U Test: p<0.005], 
e significativamente più bassi rispetto a quelli riscontrati nei pazienti appartenenti al gruppo 


























Fig 11. Contenuto intrapiastrinico di P-selettina in pazienti con epatite cronica HCV-
correlata stratificati sulla base dello score di Scheuer: Classe 1 (n = 29), Classe 2 
(n = 16), Classe 3 (n = 11) or Classe 4 (n = 5);  Analisi di correlazione (r=0,34, p<0.05),  
ANOVA di Kruskall Wallis e Test delle Mediane: H = 6.8, p = 0.07.  
 
Una riduzione del numero delle piastrine si è confermata sia in pazienti affetti da epatite 
cronica che in pazienti con cirrosi rispetto al gruppo di controllo (ANOVA: F= 138, 
P<0,0001) 
In contrasto, l’analisi della distribuzione dei livelli di P-selectina ha messo    in evidenza la 
presenza di livelli più elevati in pazienti con epatite cronica (0,52 ±  0,27 fg/plt)  rispetto ai 
pazienti con cirrosi    ( 0,33 ± 0,16 fg/plt ) e rispetto ai controlli (0,20 ±0,09 fg/plt) (ANOVA: 
F=20,3  p< 0,0001).  
Peraltro, tale parametro non mostrava un particolare aumento nei confronti della 
















































Fig 12. Non si sono osservate modificazioni statisticamente significative dei livelli di sP-
selettina  in rapporto alle diverse classi funzionali di Child-Pugh nei pazienti cirrotici. 
 
L’analisi della distribuzione dei valori di sP-selectina nei pazienti con conta piastrinica 
inferiore ai valori limite stabiliti come riferimento di 110 x 103/µl, ha evidenziato che questi 
pazienti (Classe 1: n=1; Classe 2: n=2; Classe 3: n=2; Classe 4: n=3) avevano valori più alti 
di P-selectina [0.76 fg/piastrina (0.64 – 1.09)] in confronto a quelli dei pazienti con conta 
piastrinica normale [0.41 fg/piastrina (0.11 – 1.13); Mann Whitney U Test: p<0.001], i quali 
a loro volta presentavano valori di sP-selectina più alti rispetto ai controlli (Mann Whitney U 














  Fig 13. Contenuto intrapiastrinico di sP-selettina in pazienti con epatopatie croniche. 
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delle piastrine inferiore a 110 x 103/ml); ANOVA di Kruskall Wallis e test delle 
Mediane: H = 34.4, p < 0.0001.  
 
 
E’ interessante notare che i valori di P-selectina non correlano con la presenza di PAIgG. 
Un incremento delle PAIgG, infatti, è stato riscontrato in dodici dei 61 pazienti (30.8%): la 
mediana dei valori di P-selectina in questo gruppo era 0.56 fg/piastrina, (range: 0.19 – 1.06) 













Fig 14. Differenze osservate nel contenuto intrapiastrinico in pazienti con o senza 
positività per gli anticorpi antipiastrine.  Test U di Mann Whitney: P=0.14.   
 
L’analisi di correlazione di Spearman ha messo in evidenza una correlazione diretta, ma non 


































PAIgG negative PAIgG positive
  
 














Fig 15. Correlazione tra P-selettina e HCV RNA 
 
Inoltre è stata riscontrata una correlazione inversa tra P-selectina e conta piastrinica (Rho= -
0.598, p<0.001), colesterolo totale (Rho= -0.301, P=0.06), HDL-colesterolo (Rho= -0.308, 
p=0.06), LDL-colesterolo (Rho= -0.294, p=0.07) e Fattore VIIc (Rho= -0.633, p<0.005)  
Nessuna correlazione è stata osservata tra P-selectina, albumina, attività protombinica e 
volume della milza. 
I valori di HCV-RNA erano correlati con conta piastrinica (Rho= -0.32, p<0.05), colesterolo 
totale (Rho= -0.340, p<0.05), colesterolo LDL (Rho= -0.384, P<0.05), Fattore VIIc (Rho= -
0.291, P<0.05). 
Una correlazione diretta è stata inoltre osservata tra conta piastrinica, Fattore VIIc 
(Rho=0.611, P<0.005) e volume splenico (Rho= -0.42, P<0.01). 
 
I risultati ottenuti  ci permettono, pertanto, di avanzare l’ipotesi che la trombocitopenia 
associata ad epatopatia cronica HCV correlata potrebbe essere dovuta non soltanto ad un 
meccanismo di tipo autoimmunitario, ma anche ad una condizione di attivazione piastrinica 
in vivo causata direttamente dall’infezione virale.  
Regressione
confid. 95%




















A tutt’oggi è ancora oggetto di studio come e se l’attivazione piastrinica e la successiva 
presenza in circolo di “piastrine consumate” si presentino nell’insufficienza epatica cronica. 
Inoltre la maggior parte degli studi riportati in letteratura prende in considerazione pazienti 
cirrotici, e poche sono le evidenze a disposizione delle alterazioni a carico dell’emostasi nei 
pazienti affetti da epatite cronica. I risultati emersi dal presente studio mettono in evidenza 
una condizione di attivazione piastrinica in vivo riscontrabile nell’epatite cronica HCV 
correlata. Valori plasmatici elevati di sP-selectina, un nuovo marker di attivazione piastrinica 
in vivo, sono stati riscontrati in pazienti con epatite cronica HCV correlata e possono essere 
correlati con il grado di malattia come espresso dalla correlazione con la classificazione di 
Scheuer. Tali osservazioni sono in accordo con quanto riportato da Rubin e coll. Questi 
Autori hanno dimostrato che anomalie dell’aggregazione piastrinica, in risposta all’adenosin 
di fosfato, si possono evidenziare in pazienti con insufficienza epatica cronica, e si correlano 
con il grado di disfunzione epatocellulare ma non con l’eziologia dell’epatopatia. La perdita 
progressiva di parenchima epatico nei pazienti con epatopatia cronica si associa ad un 
decremento progressivo dei livelli plasmatici dei fattori della coagulazione, in primo luogo 
come risultato di una ridotta produzione.Tra i fattori vitamina K-dipendenti, il Fattore VII è 
quello più sensibile all’insufficienza epatica, evidentemente per la sua breve emivita.  D’altro 
canto anche i livelli sierici di colesterolo totale e soprattutto il colesterolo LDL tendono a 
diminuire progressivamente con l’aumentare del grado di gravità dell’insufficienza epatica . 
In questo studio sono stati valutati l’attività coagulatoria e il profilo lipidico di pazienti affetti 
da epatite cronica HCV correlata. In complesso è stato riscontrato un decremento sia del 
Fattore VIIc che del colesterolo (misurato come colesterolo totale, colesterolo HDL e 
colesterolo LDL) nel gruppo dei pazienti; tuttavia non è stata osservata una correlazione 
significativa con lo stadio di malattia, anche se una tendenza alla riduzione dei valori è stata 
rilevata nei gradi più avanzati di progressione di malattia. D’accordo con l’opinione generale, 
i valori di fibrinogeno plasmatici non si discostano da quelli dei controlli. 
I livelli di P-selectina solubile sono risultati strettamente correlati con il Fattore VIIc, mentre 
una debole correlazione è stata trovata tra la prima e il colesterolo totale, il colesterolo HDL 
e il colesterolo LDL. E’ interessante notare che tutti questi parametri si correlano 
significativamente con la carica virale. Inoltre l’HCV-RNA si correla direttamente con i 
valori di sP-selectina; una correlazione diretta è stata trovata anche tra HCV-RNA e 
l’antigene del vWF, un marker riconosciuto di disfunzione endoteliale. D’altro canto la carica 
virale è risultata inversamente correlata con la conta piastrinica, con il colesterolo totale ed 
LDL ed il Fattore VIIc, suggerendo un ruolo del virus dell’epatite C nelle modificazioni 
biochimiche osservate in questi pazienti. 
Alcuni studi hanno riportato che esiste un legame del virus dell’epatite C alle lipoproteine. Di 
recente è stato ipotizzato che il complesso costituito dal virus con le VLDL o le LDL possa 
permettere l’endocitosi del HCV tramite il recettore per le LDL. Effettivamente, le LDL 
sieriche possono regolare il legame dello HCV a questo bersaglio, e l’incremento provocato 
in vivo dalla lovostatina dell’espressione dei recettori per le LDL si verifica su cellule infette 
sia provenienza epatocitaria che non di detta provenienza . 
Evidenze sulla presenza di un ligando per le LDL sulle piastrine sono state riportate da molti 
anni (91,92) ed è stato suggerito che il CD36 (recettore di membrana per una grande varietà 
di ligandi incluse le particelle di LDL modificate) è probabilmente coinvolto nel 
riconoscimento delle particelle LDL native e modificate. 
E’ inoltre logico ipotizzare che i recettori piastrinici per le LDL, così come quelli dei 
megacariociti, possano costituire un mezzo d’entrata per l’ HCV all’interno di queste cellule. 
Effettivamente, Nagamine et coll., hanno dimostrato che l’HCV-RNA può essere dimostrato 
tramite la RT-PCR delle piastrine in un’alta percentuale di pazienti affetti da epatite cronica 
C . 
Ciò in accordo con quanto riscontrato da Bordin et coll., che ha riscontrato infezione 
megacariocitaria e ridotta produzione piastrinica in pazienti con trombocitopenia associata a 
infezione da HCV. 
Questa osservazione ha portato gli autori ad argomentare contro l’ipotesi che la 
trombocitopenia dei pazienti affetti da epatite da HCV sia dovuta esclusivamente ad un 
processo autoimmune e ha suggerito un possibile coinvolgimento diretto dell’HCV 
nell’esaurimento midollare. 
Sebbene in questo studio non sia stata trovata nessuna evidenza delle presenza dell’HCV 
nelle piastrine, tuttavia la correlazione riscontrata HCV-RNA e conta piastrinica (inversa) e 
P-selettina (diretta), supporta l’ipotesi che l’infezione da HCV possa essere direttamente 
responsabile di una condizione di attivazione piastrinica in vivo e della trombocitopenia 
riscontrata. 
Questa ipotesi è inoltre supportata dal fatto che la P-selectina riscontrata nei pazienti con 
anticorpi anti-piastrine (PAIgG) non si discosta sostanzialmente da quella dei pazienti senza 
PAIgG, inoltre entrambi i sottogruppi di pazienti mostrano valori di P-selectina più alti 
rispetto ai controlli. Inoltre, l’analisi dei valori di P-Selectina dei controlli e dei pazienti 
senza e con trombocitopenia ha evidenziato che i valori di questi ultimi sono 
significativamente più alti, suggerendo che l’attivazione e la degranulazione piastrina può 
giocare un ruolo preminente nella successiva rimozione dalla circolazione. D’altro canto una 
significativa correlazione è stata riscontrata tra dimensioni spleniche e conta piastrinica, e sei 
degli otto pazienti con trombocitopenia presentavano infatti splenomegalia, suggerendo che 
l’aumentato sequestro splenico possa in parte spiegare il basso numero di piastrine 
riscontrato. In conclusione, questo studio dimostra che l’attivazione piastrinica in vivo si 
verifica nei pazienti con epatite cronica C  e sembra correlata con la gravità della malattia; 
per nessuno dei parametri studiati è stato provato un  valore predittivo, anche in relazione alla 
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